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論 文 内 容 要 旨
脂質の吸収 に重要 な役 割 を果たす胆汁酸 は,ス テロイ ド骨格 を有 す る炭素数24個の カルボ ン酸 であ り,
肝 において コレステ ロール よ り生合成 され る。 その大部分 は,側 鎖24位の カルボキ シル基 にグ リシ ンあ
るい はタウリン抱合 を受 けた後,胆 管 を通 じて十二指腸へ と分泌 され る。その後,胆 汁酸 は,脂 溶性 ビタ
ミンなどの脂 質 と複合 ミセル を形成 し,そ れ らの吸収 を促進す る一方,腸 内細菌 の作用 によ り側鎖ア ミノ
酸の脱抱 合 を受け るとともに,7位水 酸基の脱離 ・異1生化 を経 て二次胆 汁酸へ と変換 される。 これ ら胆 汁
酸は,結 腸末端 に至 るまで にその95%以上が再吸収 され,門 脈 を経 由 して再 び肝へ と戻 る とい う,い わゆ
る腸肝循環 を行 っている。 さらにこの 間,核 内 レセプ ターFXRを介す るネガテ ィブ フィー ドバ ック機構
によ り,自 身の生合成 を調節 してお り,そ の結果 ヒ ト体内の胆汁酸 プール量 は3～5gに 調節 されている
ことか ら,通 常血 中 ・尿 中にはご くわずか しか存在 しない。胆汁酸 は側鎖 カルボキシル基の他,ス テ ロイ
ド核上 に水酸基 を有 してお り,これ ら官能基 を介す る種 々の第二相代謝反応 を受 けるこ とが知 られている。
この うち,3α 位 水酸基 を介する硫酸抱 合並 び にウル ソデオキ シコール酸の7β 位 を介す るN一アセチルグ
ルコサ ミン抱合 は,疾 患 によってその量が影響 を受 けるこ とが知 られている。一方,先 に も述べた ように,
肝細胞 内に存在す る胆汁酸 の大部分 はア ミノ酸抱合 を受 けることか ら,本 代謝反応が健常時の胆汁酸 の代
謝 に極め て重要な役割 を果た している と考 えられる。
カルボ ン酸 のア ミノ酸抱合 は,2段 階の酵素反応 に より進行す る。 まず,カ ルボ ン酸が,肝 ミクロ ソー
ム画分 中のア シルCoA生合成酵素 によってCoAチオエステルへ と誘導 され た後,可 溶性画分 中のN一アジ
ル転移酵素 によ りグリシン,あ るい はタウリン抱合体へ と変換 される。脂肪酸や,分 子内 にカルボキ シル
基 を有す る薬物のCoAチオエス テル生成反応 は,ア デノ シンー5'一一 リン酸(AMP)と の混合酸無水物 であ
るアシルアデニ レー ト中間体 を経由す るping-pong機構 で進行す る とされてい る。.胆汁酸 につ いて も,同
様の反応機構 でCo入チオエ ステル を生成す る と考 えられるが,極 め て不安定なアシルアデニ レー トの標 品
が得難い うえ,酵 素反応 によって生成す る微量 のアシルアデニ レー トを捕 らえることが困難 なため,未 だ
にアシル アデニ レー ト中間体 を経 由する直接的 な証明 には至 っていない。 しか も,こ の ような生体 内カル
ボン酸の代 謝に よって新 たに生起する反応性 の高い カルボ ン酸 誘導体 は,蛋 白質や核酸等 の生体 高分子 と
共有結合付加体 を形成 し,直 接 あるいは間接的 に細胞機能 を障害す る ことによ り,臓 器障害 を引 き起 こす
可能性 が指摘 されている。 アシルアデニ レー トは,化 学的 に極めて反応性 に富んでお り,生 体高分子 と不
可逆的 に結合 して容易 に共有結合付加体 を与 えるこ とが懸念 される。そこで今 回,胆 汁酸CoAチオエステ
ル生合成過程 にお いて,代 謝活性 中間体:ア シルアデニ レー トの関与 の直接 的 な証 明 を試み る とともに,
その蛋白質付加体生成の可能性 について精査す るこ ととした。
まず,標 品 として コール酸 ア シルアデニ レー ト(CA-AMP)の合成 を試 みた。す なわ ち,CAとAMPを
含水 ピ』リジン中,ジ シクロヘキ シルカルボ ジイ・ミドを用い る縮合反応 に付 し,目 的 とするCA-AMPを合成
した。本 品の構造 は,各 種1次 元NMR及 び'H-3'P-HMBCスペ ク トルを解析す る とともに,イ オン性かつ
高極 性化合物の高感度分析 に威力 を発揮す るエ レク トロスプ レー イオ ン化(ESI)法によ り得 られ たマス
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スペ ク トル を解析す るこ とに よ り,CAの24位 カルボキシル基 とAMPの リ ン酸基 との混 合酸無水物であ
る ことを確認 した。引 き続 き,LCIESI-MSを用 いてラ ッ ト肝 ミクロソーム画分 に よる胆汁酸 アシルアデニ
レー トの生成 に検討 を加 えた。すなわち,CAと アデノ シ≧一5'一三 リン酸(ATP)を トリス 塩ー酸緩衝液 中,
CoAの存在 または非存在下,ラ ッ ト肝 ミクロソー ム画分 とインキュベー トした。ユ%過 塩素酸 を加 えて反
応 を停止 した後,生 成物 をSep-PakC18カー トリ ッジにて固相抽 出 し,そ の一部 をLCIESI-MS分析 に付 し
た。 その結果,CoA非 存在下 ではCA-AMPが,CoA存在下で はCA-AMPと共 にCA-CoAの生成す るこ と
が判明 した。 また,CoA非存 在下 インキュベ ー トす る ことによ りCA-AMPを生成 した反応 混合物 に新 た
にCoAを添加す る と,CA-AMPが消失 し,CA-CoAのみ を生成す るこ とが判 明 した。 この ことか ら,CA
がCoAチ オエ ステル生成 に先立 って アシルアデニ レー トに変換 され るこ とが 明 らか とな った。 さらに,
CA-AMPの反応性 が極 めて高 いこ とに着 目 し,こ れを トリス 塩ー酸緩衝液 中,タ ウ リンと37℃で1時 間イ
ンキュベ ー トし,生 成物 をLCIESI-MS分析 に付 した ところ,基 質が全 てタウ リン抱合体へ と変換 され た。
この ことか ら,胆 汁酸 アシルァデ レー トが,非 酵素的 にア ミノ基 と反応 して共有結合 を形成す るこ とが判
明 した。
次 に,胆 汁酸 アシルァデニ レー トの生体 内ア ミンである蛋白質 やペ プチ ドとの反応性 につ いて検討す る
た め,モ デ ルペ プチ ドと してサ ブス タ ンスP(SP)を 用 い,デ オキ シ コー ル酸 ア シルア デニ レー ト
(DCA-AMP)との反応 に検討 を加 えた。す なわち,DCA-AMPを,pH7.4のリン酸緩衝液 中,等 モ ルのSP
と37℃で インキュベー トした。反応液の一部 を経 時的に採取 し,HPLC分析 に付す とともに,ペ プチ ドや
蛋 白質な どの生体高分子の測定 に威 力を発揮す るマ トリックス支援 レーザ ー脱離 イオ ン化飛行時 間型質量
分析法(MALDI-TOFMS)を用 いて解析 したqそ の結果,時 間の経過 とともにm吻1723.4及び2097.7に新
た にプロ トン付加分子[M+H]+が出現 し,SPとの質量差か らそれ ぞれDCAが1分 子あ るい は2分 子共有結
合 した付加体で ある と推測 された。 また,そ れ らは72時問まで経時 的 に増 加す るこ とが判 明 した。 さら
に混合物 をカラム にPRODIGY5uC8(5μm,150×4.6mmi.d.)を用い,移 動相 に0.08%トリフルオロ酢
酸含 有の水/ア セ トニ トリル混 液 を用いる リニア グラジエ ン ト溶 出法 に よ り,流 速!mLでHPLC分 析 に
付 した ところ,保 持 時間35分か ら50分にかけて付加体 と推測 される3本 の ピー ク(AdductA,B,C)が
認 め られた。 これ らの ピークに相当す る画分 を分取 し,MALDI-PSD及びLCIESI-MSIMSを用いてその構
造 を詳細 に解析 した結果,AdductAにお.いては,Arg-!,AdductBはLys-3にDCAが!分子結合 してお り,
またAdductCにおいてはそれ らの両方 にDCAの 結合 してい ることが判明 した6こ れ らの結果か ら,胆 汁
酸 ア シル アデニ レー トが,ペ プチ ドのN末 端ア ミノ基や リジン残基側鎖 の ε一ア ミノ基 を介 して,容 易 に
共有結合付加体 を生成す るこ とが判明 した。
そこで次 に,モ デ ル蛋 白質 としてニワ トリ卵 白リゾチームを用い,胆 汁酸ア シルアデニ レー トと蛋 白質
との反応性 に検討 を加 えた。す なわ ち,リ ゾチーム を,pH7.4のリン酸緩衝液 中,モ ル比10倍のCA-AMP
と37℃で イ ンキュベ ー トし,経 時 的に反応液の一部 をMALDI-TOFMS分析 に付 した。 その結果,CAが2
分子,あ るい は3分子結合 した付加体 の存在が明 らか となった。反応液 をHPLCを用 いて分析 したところ,
複数の付加体 ピー クが認め られたこ とか ら,CAの 結合位置 の異 なる異性体 の存在 が示唆 された。そ こで
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反応液 を2mMEDTA,8M尿 素 を含 む0.5Mトリス,塩酸緩衝液(pH8.0)中,ジチオス レイ トール にてS-
S結合 を還元 し,ヨ ー ド酢 酸ナ トリウム を用い てSH基 をアルキル化 した後,リ シルエ ン ドペ プチ ダーゼ
で酵素消化 に付 し,得 られたペ プチ ドフラグメ ン ト混合物 をMALDI-TOFMSによるマスマ ッピング に付
した。未修飾 の リゾチ ームについて も同様 に酵 素消化 を行 い,マ ス スペ ク トルを比較 した ところ,リ ゾチ
ーム の1番 目,33番目,97番目,ま たは!!6番目の リジンに対 し,CAが 結合 してい るこ とが判明 した。
ζれ らの リジン残基側鎖 の ε一ア ミノ基は,い ずれ も蛋 白質分子表面 に露出 してお り,こ の よ うな ミクロ
環境 に存在す る一級ア ミノ基が,優 先的 にア シルアデニ レー トと反応 し,共 有結合 を形成する ことが示唆
された。
以上の結果か ら,1)遊離型胆汁酸 は脂肪酸や分子内 にカルボキシル基 を有する薬物 と同様 に,ATPの存
在下,肝 ミクロソーム画分 中の酵素 によ りアシルアデニ レー ト中間体 に変換 される,.2)胆汁酸 アシルアデ
ニ レー トは,極 めて化学反応性が高 く,生 理 的条件下,タ ウリンのア ミノ基 と非酵素的 に求核 置換 反応 を
起 こ し,タ ウリン抱合聖胆汁酸 を生成す る,3)胆汁酸ア シルアデニ レー トは,ペ プチ ドや蛋 白質な どの分
子表面 に存在す る遊離 ア ミノ基 と反応 して安定 な共有結合付 加体 を形成す るこ とを明 らか にし,胆 汁酸代
謝 に新た な知見 を提供 した。近年,細 胞 内核 ヒス トン蛋 白質 に胆汁酸 が共有結合 した付 加体 の存在 するこ
とが報告 され,代 謝活性 中間体 との関連性 が注 目され る。 また従来 か ら,DCAや リ トコール酸 な どの二
次胆汁酸の大腸癌発症 のプロモー ター作用が指摘 され てい るが,そ の メカニズム は未だ不 明である。今 回
得 られた結果 は,ア シルアデニ レー トが分子表面 に リジン残基 を豊富 に有す る核 ピス トンのN末 端部分 と,
求核置換反応 を起 こす ことによって胆汁酸一核 ピス トン付 加体 を形成 し,細 胞 内 シグナル伝 達 に影響 を及
ぼす可能性 を示唆 してお り,こ うした仮説が,今 後胆汁酸 による大腸癌発症の プロモー ター作用 のメカニ
ズ ム解 明の一助 となる もの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
コレステロールの異化代 謝産物 であ る胆汁酸 は,通 常 肝臓 において ア ミノ酸抱合,グ ルクロ ン酸抱合,
硫酸抱合,N一アセチル グル コサ ミン抱合等 の第2相 反応 を受 ける。 この うちア ミノ酸抱合 は,健 常 時 にお
ける胆汁酸の代 謝 にもっ とも重要 な役割 を演 じている。すで に,カ ルボキ シル基 を持つ化合物のア ミノ酸
抱 合については種々検討 され てお り,肝 ミクロソームの アシルCoA生合成酵素 に よりCoAチオエ ステル
に変換 された後,N一アシル転位酵素 によ りグリシン,タ ウ リン抱合体へ と導 かれる。一方,脂 肪酸 におい
てCoAチオエステル生成が,ア デノシ ンー5'一一 リン酸(AMP)と の混合酸無水物であ るア シルアデニ レー
トを中間体 とする ピンポ ン機構で進行す ることが示唆 されている。本研究 では,胆 汁酸が同様 の機構 でア
シルCoAチオエステル を生成す るのか を精査 し,こ れ を証 明す る とともに,ア シルアデニ レー トが非酵素
的条件下で容 易 に蛋 白質 と安定な付加体 を生成する ことを証明 した ものである。
まず,胆 汁酸 アシルアデニ レー ト標 品を新 らた に合成 し,LCIESI-MSによるCoAチオエステル との同時
高感度測定法 を構築 した。次 いで,ラ ッ ト肝 ミクロソーム画分 におけるア シルアデニ レー トの生成 に検討
を加 えた。 その結果,CoA非 存在下 でア シルアデニ レー トが確 認 され,こ れがCoA添加 とともにCoAチ
オエステル に変換す る ことを見い出 した。 さらに,胆 汁酸ア シルアデニ レー ト標 品を用い,ト リス緩衝液
中タウリンとイ ンキュベー トする時,容 易 にタウリン抱合体 を与 えるこ とを証明 した。
引 き続 き,ア シルアデニ レー トの反応性 に着 目 し,モ デルペプチ ドとしてサブス タンスP,ま たモデル
蛋 白質 と してニ ワ トリ卵 白 リゾチ ームを取 り上げ,MALDI-TOFMSを用 いて,検 討 を加 えた。その結果,
遊離ア ミノ基 を介 して容易 に付加体 を生成する ことを見い出す とともに,そ の結合部位 を決定 した。
以上,本 研究 は,胆 汁酸のCoAチオエステル生成 に,ア シルアデニ レー トが中間体 として存在す ること
を見い出す とともに,ア シルアデニ レー トの反応性が極めて高 く,蛋 白質 と容易 に安定 な付加体 を生成す
ることを証 明 した ものであ り,そ の成果は今後大腸癌発症の機構 解明に も役立つ もの と期待 される。 よっ
て,本 論 文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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